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(£S) Verwendung von substituierten 2,4-Diamino-5-benyzlpyrimidinen gegebenenfalls in Kombination mtt 
4,4'Diaminodiphenylsulfonen zur Behandlung von Malaria 

Die Erfindung betrifft die Verwendung einer Gruppe von 
substituierten 2,4-Diamtno-5-benzyfpyriniidinen zur Behand- 
lung von Malaria. Die beschriebenen Verbindungen konnen 
in Kombination mit 4,4' Diaminodiphenylsulfonen 2ur An- 
wendung kommen. wobei ein synergistischer Effekt der 
Kombinationspartner beobachtet wird. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von substituierten 2,4-Diamino-5-benzylpyrimidinen, welche am Ben- 
zylring in den Stellungen 3, 4 und 5 die in den Anspruchen 1 und 2 angegebenen Substituenten tragen, zur 
5 Behandlung von Malaria. 

In der angegebenen Weise substituierte 2,4-Diamino-5-benzylpyrimidine sind bereits aus der europaischen 
Patentanmeldung 8 71 01 246.4 (Verdffentlichungsnr. 02 37 888) bekannt. Wie dort beschrieben, haben diese 
Verbindungen sich als wirksame Mittel zur Behandlung bakterieller Erkrankungen und insbesondere zur Be- 
karnpfung derdurch Mycobakterien hervorgerufenen Lepra erwiesen. 
to Uberraschenderweise hat es sich nunmehr gezeigt, daB substituierte 2 t 4-Diamino-5-benzy!pyrimidine der 
allgemeinen Formel 



NH 2 




in welcher einer der Substituenten R 1 bis R 3 eine jeweils 2\4'-substituierte Phenyi-4-sulfonylphenyIaminoaI- 
koxy-, Phenyl-4-sulfonylphenyl-aminoalkylthio-, Phenyl-4-sulfonylphenylalkoxy-, Phenyl-4-sulfonylphenylalkylt- 
hio- oder Phenyl-4-sulfonylphenyIaminocarbonylalkoxy-Gruppe ist, wobei die Substituenten in 2 / - ( 4'-Stellung 
25 gleich oder verschieden Wasserstoff, Amino-, Alkylamino-. Dialkylamino-, Alkoxy-, Alkyl-, Nitro-, Alkylthio- 
und/oder Acetamino-Gruppen sind und die beiden anderen der Substituenten R 1 bis R 3 gleich oder verschieden 
Wassserstoff, Alkoxy-, Alkylthio- und/oder Alkylamino-Gruppen sind, auBerordentlich wirksame Mittel zur 
Behandlung der durch Plasmodien ausgeldsten Malaria sind 
In erfindungsgemaB bevorzugten Verbindungen sind 

30 

(a) R l und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine 2-(4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylamino)-ethoxy-Gruppe der Formel 



35 



40 



— O — (C H 2 >2 — NH—\ y 




NH 2 



(K 107) 



45 



(b) R 1 und 'R* jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine 3-(4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylamino)-propoxy-Gruppe der Formel 



50 



55 



-0-(CH 2 ) 3 -NH-/ ^~S— S V 

O 



NH 2 



(K 130) 



(c) R 1 und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine (4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylamino)-carbonylmethoxy-Gruppe der Formel 



60 



65 




(K 203) 
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(d) R 2 eine Methoxy-Gruppe, 
R 3 Wasserstoff und 

R 1 eine 3-(4'-AminophenyI-4-sulfonylphenyIamino)-propoxy-Gruppe der Forme! 




(K 137) 



10 



(e) R 2 eine Methoxy-Gruppe, 
R 3 Wasserstoff und 

R 1 eine 2-(4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylamino)-ethoxy-Gruppe der Formel 



15 




NH 2 



(K 138) 



20 



25 



oder 

(f) R 1 und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppen und 

R 2 und 3-(4'-MethylphenyI-4-sulfonylphenylamino)-propoxy-Gruppe der Formel 



30 



O 




35 



IK 150) 



Die erfindungsgemaB verwendeten Substanzen entfalten ihre Wirksamkeit sowoh! allein als auch in Kombtna- 
tion mit 4,4'Diaminodiphenylsulfonen, wobei eine synergistisch gesteigerte Aktivitat der JCombinationen im 
Vergleich zuden Einzelkomponenten beobachtet wurde. x 

Die zur Kombination mit den erfindungsgemaB verwendeten Substanzen geeigneten 4,4'-Diaminodiphenyl- 45 
sulfone konnen substituiert oder unsubstituiert sein. Als substituierte 4,4'-Diaminodiphenylsulfone in den erfin- 
dungsgemaB verwendeten Kombinationspraparaten eignen sich insbesondere die in der europaischen Anmel- 
dung Nr. 8 51 05 4783 beschriebenen Verbindungen. Auf letztere wird zur Herstellung und zur naheren Charak- 
terisierung der verwendeten substituierten 4,4'-DiaminodiphenyIsulfone verwiesen. 

Als besonders geeignet fur die Kombination mit den erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen hat sich 50 
4'-Amino-2-methyl-4-n-propylamino-diphenyisulfon(AXDD14)erwiesen. 

Die erfindungsgemaB verwendeten substituierten 2,4-Diamino-5-benzyIpyrimidine weisen eine gegenuber 
bekannten Verbindungen auf uberraschende Weise gesteigerte Wirksamkeit bei der Hemmung von beispiels- 
weise Plasmodium berghei auf. Ihre Wirksamkeit ist um mehr als das lOfache hoher als diejenige von Trimetho- 
prim und Brodimoprim. Verglichen mit Pyrimethamin ist zwar die Wirksamkeit etwa gleich oder leicht unterle- 55 
gen, die erfindungsgemaB verwendeten Substanzen haben jedoch den Vorzug, ihre Aktivitat auch gegenuber 
pyrimethamin resistenten Stammen zu entfalten. Daruber hinaus ist die Toxizitat von Pyrimethamin erheblich 
hoher, so daB die erfindungsgemaB verwendeten Substanzen durch ihre bessere Vertraglichkeit auch dem 
hochwirksamen Pyrimethamin uberlegen sind(vgl.Tabellen I und II). 

Wie oben ausgefuhrt, konnte eine zusatzliche Steigerung der uberraschenden Wirksamkeit der erfindungsge- 60 
maB verwendeten Verbindungen durch Kombination mit Diamino-diphenylsulfonen erreicht werden, wobei es 
sich eindeutig um eine synergistische Wechselwirkung der beiden Kombinationspartner handelt. 

Wie die Tabelle III zeigt. waren beispielsweise nur 13 nM K130 und 240 nM 4'-Amino-2-methyl-4-n-propyla- 
mino-diphenylsulfon AXDD14 zur Erreichung des I50- Wertes bei Plasmodium falciparum Stamm FC-5 erforder- 
lich, wahrend bei Applikation der Komponenten allein 35 ± 16 nM bzw. 9000 nM bendtigt wurden (vgl. Tabelle 65 

Die erfindungsgemaB verwendeten Substanzen sind nach den in der europaischen Patentanmeldung 
8 71 01 246.4 (Veroffentlichungsnr. 02 31 888) angegebenen Verfahren zuganglich. Die Lehre dieser Veroffentli- 
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chung wird erfindungsgemaB insoweit ausdriicklich einbezogen. 

Die Verbindung 2,4-Diamino-5-(4-(4'-aminophenyl-4-sulfonylpheny 
thoxybenzyl)-pyrimidin (K-203) ist neu. Sie kann in analoger Weise hergestellt werden, wie die in der EP- 
A-2 31 888 beschriebenen Verbindungen(vgl. Beispiel 1). 
5 Fur die erfindungsgemaBe Verwendung konnen die Wirkstoffe bzw. Wirkstoffkombinationen zusammen mit 
einem vertraglichen pharmazeutischen Trager fur die enterale, perkutane oder parenteral Verabreichung 
zubereitet werden. Als Tragermaterialien kommen organische oder anorganische Medien wie z. B. Wasser, 
Gummi arabicum, Lactose, Starke, Magnesiumstearat, Talk, pfianzliche Ole, Polyalkyienglykole, Vaseline und 
dergleichen in Betracht 

10 In Kombinationspraparaten kann das Verhaltnis der erfindungsgemaB verwendeten Benzylpyrimidine zu den 
substituierten oder unsubstituierten 4,4'-Diaminodiphenylsulfonen 1 : 1 bis 1 : 300 oder 1 : 1 bis 20 : 1, vorzugs- 
weise 1 : 20 bis 20 : 1 betragen. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen erlautert. 

is Beispiel 1 

2,4-Diamino-5^4^4 / aminophenyl-4-sulfonylphenylam 

din(K-203) 

20 a)4-Bromacetylamino-4'-nitrodiphenylsulfid 

10 g (0,025 M6l)4-Amino-4'-nitrodiphenylsulfid wurden in 100 ml Methylenchlorid geldst. Zu dieser Losung 
wurde eine Losung von 6,0 g Kaliumcarbonat in 100 ml Wasser hinzugefugt. Zu diesem Ansatz, der im Eisbad auf 
4 bis 5°G abgekuhtt wurde, wurden unter starkem Ruhren 3,6 ml Bromacetylchlorid innerhalb von 5 Minuten 
25 zugetropft Es wurde noch weitere 5 Minuten geruhrt, anschlieBend die ausgefallene Substanz abfiltriert und die 
Substanz mit verdunnter waBriger Salzsaure und Wasser gewaschen. Dieses Rohprodukt wurde weiter umge- 
setzt. 

b)4-Bromacetylamino-4'-nitrodiphenylsulfon 

30 

19 g (0,052 Mol) 4-Bromacetylamino-4'-nitrodiphenylsulfid gemaB Stufe a) wurden in 270 ml Eisessig und 
55 ml Wasserstoffperoxid 3,5 Stunden lang auf 65°C erhitzt Die abgekuhlte Losung wurde mit 200 ml Wasser 
versetzt, die ausgefallene Substanz abfiltriert und mit viel Wasser gewaschen. 

35 c)2,4-Diamino-5-(4-(4'-nitrophenyl-4-sulfony 

5 g (0,018 Mol) 2,4-Diamino-5-3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzyl-pyrimidin wurden in einer Losung von 0,45 g 
Natrium in 100 ml Ethylenglykolmonomethylether unter Erwarmen auf 60° C geldst. Es wurden 7,2 g (0,02 Mol) 
4-Bromacetylamino-4 / -nitrodiphenylsulfon gemaB Stufe b) hinzugefugt und der Ansatz 6 Stunden lang bei 60° C 
40 geruhrt. Der Ansatz wurde auf 500 ml Wasser gegossen, mit 8 ml 5 N NaOH versetzt und die ausgefallene 
Substanz abfiltriert. Die abfiltrierte Substanz wurde in 250 ml Aceton geldst und mit einem Gemisch aus 10 ml 
konzentrierter Schwefelsaure und 10 ml Wasser versetzt Die ausgefallene flockige, weiBe Substanz wurde 
abfiltriert, in 2QP ml Aceton unter Zugabe von konzentriertem Amoniak geldst und auf 15 ml einrotiert. Die 
ausgefallene Substanz wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. 

'^-V d) 

2,4-Diamino-5 (4-(4'-aminophenyN4-sulfonylphenylaminocarbonylmethyloxy)-3.5-dimethoxybenzyl)-pyrimidin 

(K203) 

50 1 g (0,0018 Mol) ^-Diamino-S^^'-nitrophenyl^-sulfonylphenylaminocarbonylmethyloxyJ-iS-dimethoxy- 
benzyl)-pyrimidin gemaB Stufe c) wurden in einem Gemisch aus 20 ml Eisessig und 10 ml Methanol mit 0,5 g PdC 
10% bei Normaldruck reduzierL Der Ansatz wurde unter Eiskiihlung mit 200 ml Wasser versetzt und mit 
Ammoniak konz. auf pH 7 eingestellt Die ausgefallene Substanz wurde abfiltriert und aus Aceton/Wasser 
umkristallisiert 

55 

Beispiel 2 

Nachweis der Hemmwirkung der erfindungsgemaB verwendeten Substanzen gegenuber Plasmodium berghei 

60 Dihydrofolsaure-Reduktase wurde nach bekannten Verfahren aus Plasmodium berghei isoliert (vgl. A. Ratan- 
aphan und P. Ruenwongsa, Internat J. Parasitoly, 16,483— 490 [1986]). 

Die Aktivitat der Dihydrofolsaure-Reduktase (DHFR) wurde spektrophotometrisch bestimmt indem die 
Abnahme der Absorption bei 340 nM als Funktion der Zeit ermittelt wurde. 

65 Die Reaktionsmischung 

Es wurde ein Reaktionsansatz von jeweils 1,0 ml verwendet, welcher 100 mM tris-Puffer pH IX 0.1 mM 
NADPH.0,03 mM Dihydrofolsaure (DHF) und 0,1 Einheit teilgereinigte DHFR aus Plasmodium berghei (siehe 

4 
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oben) sowie unterschiedliche Mengen der in Tabelle I angegebenen Wirkstoffe enthielt. 

Alle Komponenten mit Ausnahme der DHF wurden 5 Minuten vor dem Starten der Reaktion bei 26° C mit 
NADPH vorinkubiert. Die Aktivitat wurde unter Verwendung von I 34 o= 12 300 cm -1 berechnet. Eine 
Aktivitatseinheit des Enzyms DHFR ist definiert als diejenige Enzymmenge, welche 1 nM Produkt/min liefert. 
Die Hemmwirkung der in Tabelle I angegebenen DHFR-lnhibitoren wurde jeweils als l$o-Wert unter Verwen- 
dung eines nicht-linearen Regressions- Analyse-Programms bestimmt, wobei I50 als diejenige Konzentration des 
Hemmstoffs definiert ist, welche die Enzymaktivitat um 50% hemmt. 

Nach dem oben beschriebenen Verfahren wurden parallel die I 50 -Werte fur DHFR aus Saugetierzellen (Ratte) 
bestimmt, um die Toxizitat der erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen zu ermitteln. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle I wiedergegeben. 

Tabelle I 

Hemmwirkung der erfindungsgemaB verwendeten Substanzen im Vergleich zu handelsublichen 
DHFR-lnhibitoren in zellfreien Enzymsystemen isoliert aus Plasmodium berghci und aus Saugerzellen (Ratte) 



Verbindung 


lso[nM] 


IsoOM] 




P. berghei 


Ratte 


Trimethoprim 


78 ±9,7 


190,0 ±14,7 


Brodimoprim 


50,9 ±11,4 


93,8 ±10,0 


Pyrimethamin 


0.67 ±0,06 


1,6±0,17 


K-130 


3,9 ±0,1 8 


24,2 ±3,7 


K-107 


5,3 ±0,48 


24 


K-203 


3,2 ±0,35 


5.3 


it- 137 


0.37+0,05 


2,44 


ft- 138 


0,61 ±0,07 


11,48 


K-150 


3,3 


21 



30 

Die Ergebnisse zeigen, daB die genannten Wirkstoffe DHFR aus Plasmodien bereits in sehr niedrigen Kon- 
zentrationen hemmen. Im Vergleich zu der als auBerordentlich wirksam bekannten Substanz Pyrimethamin 
erwies sich die Verbindung K.-137 als uberlegen, wahrend K-138 vergleichbare Ergebnisse und die ubrigen 
Derivate etwas schwachere Wirkungen zeigten. In diesem Zusammenhang ist jedoch die geringere Toxizitat der 35 
erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen von wesentlicher Bedeutung. 

Beispiel 3 

Nachweis der Hemmwirkung der erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen sowie deren Kombinationen 40 
mit 4,4'-Diamino-diphenylsulfonen gegenuber Plasmodien 

Plasmodium falciparum der Pyrimethamin-empfindlichen Stamme FGH-5 und Sierra leone^D^ sowie des 
Pyrimethamin-resistenten Stammes K-l wurden nach bekannten Verfahren kultiviert (vgl. W/Trager und J. B. 
Jensen, Human Malaria Parasites in Continuous Culture, Science 193, 673 bis 675 [1976]). 45 

Die Parasiten wurden in menschlichen Erythrocyten (Typ A) in einem mit Hepies und 10% Humanserum(Typ 
A) erganzten Medium unter einer Gasphase von 5% O2, 5% CO2 und 90% N 2 vermehrt Die Hemmwirkung der 
in Tabelle II angegebenen Verbindungen wurde nach dem von R. D. Walter beschriebenen Verfahren bestimmt 
( vgl. Mol. Biochem. ParasitoL 1 9, 6t bis 66 [ 1 986]). 

Es wurden Serienverdunnungen mit der zu untersuchenden Substanz auf Mikrokulturplatten angefertigt und 50 
die Proliferationsgeschwindigkeit der Parasiten uber einen Zeitraum von 48 Stunden in einem speziellen RPMI 
1640-Medium verfolgU welches frei von Folat und p-Aminobenzoesaure war. Die Ergebnisse sind in Tabelle II 
als Iso-Werte angegeben, wobei diese den Konzentrationen entsprechen, welche zu einer 50%igen Hemmung 
der Proliferationsrate der Plasmodien fuhrten. Es wurden jeweils die Mittelwerte von 4 Versuchen mit Doppel- 
bestimmungen errechnet und diese sind in Tabelle II mit den jeweiligen Standardabweichungen wiedergegeben. 55 



60 



65 
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Tabelle II 

Hemmwirkung von K-130 Pyrimethamin und AXDD14 gegenuber Plasmodium falciparum in Blutkulturen, 
Stamm FCH-5 und Stamm Sierra leone D-6. Pyrimethamin-sensitiv; Stamm K-l, Pyrimethamin- und 

Chloroquin-resistent 



Verbindung 



10 



Uo[nM] 
FCH-5 



lso[nM] 
K-l 



IsofnM] 
Sierra Leone 
D-6 



K-130 

Pyrimethamin 
AXDD14 



15 



35 ±16 
1,1 ±1,3 
9000 



67±41 
155±80 



276 
0,28 



Die Ergebnisse zeigen, daB die erfindungsgemaB verwendete Substan2 K-l 30 sowohl gegenuber dem Pyrime- 
thamin-sensitiven Stamm FCH-5 als auch gegenuber dem sowohl Chloroquin- als auch Fansidar®-resistenten 
Stamm K-l uneingeschrankt wirksam ist. Bei Fansidar® handelt es sich urn ein Kombinationspraparat aus 
20 Pyrimethamin und Sulfadoxin. Das Verhalten dieses Stammes wurde im einzelnen von H. C, Spencer et al. in Bui. 
WOH 62,615 bis 621 (1984) beschriebea 

Beispiel 4 

25 Hemmwirkung von Kombinationen der erfindungsgemaB verwendeten Verbindungen mit 

4,4'-Diaminodiphenylsulfonen 

Das Verfahren gemaB Beispiel 3 wurde wiederholt, mit dem Unterschied, daB die Proliferationsgeschwindig- 
keit von Plasmodium falciparum Stamm FCH-5 in Gegenwart einer (Combination der erfindungsgemaB verwen- 
30 deten Verbindung K-130 mit AX DDI 4 ermittelt wurde. Die synergistischen Effekte der Wirkstoffkombination 
wurden in Serien VerdOnnungstests mit aquipotenten Mischungen der Wirkstoffe durchgefuhrt. 

Der I 5 o-Wert fur die Kombination ist in Tabelle III wiedergegeben. 

Tabelle III 

35 

Hemmwirkung von K-130 in Kombination mit 4'-Amino-2-methyl-4-n-propylaminodiphenylsulfon (AX DDI 4) 

gegenuber Plasmodium falciparum Stamm FCH-5 

Kombination I50 [nM] Stamm F CH-5 

40 

K-130 + AXDD14 1,30 K-l 30 + 240 

AXDD14 



45 Es zeigt sich, daB ein stark synergistischer Effekt mit einem hohen Potenzierungsfaktor gegenuber den in 
Tabelle II wiedergegebenen Einzelwerten eintritt. 

Patentanspriiche 

50 t. Verwendung von substituierten 2,4«Diamino-5-benzylpyrimidinen der aligemeinen Formel 



55 




R 3 



60 

in welcher einer der Substituenten R' bis R 3 eine jeweils 2'-,4'-substituierte Phenyl-4-sulfonylphenylamino- 
alkoxy-, Phenyl-4-sulfonylphenyl-aminoalkylthio-, Phenyl-4-sulfonylphenylalkoxy-, Phenyl-4-sulfonylphen- 
ylalkylthio- oder Phenyl-4-sulfonylphenylaminocarbonylalkoxy-Gruppe ist, wobei die Substituenten in 2'-, 
4' Stellung gleich oder verschieden Wasserstoff, Amino-, Alkylamino-, Dialkylamino-, Alkoxy-. Alkyl-, Ni- 
65 tro-, Alkylthio- und/oder Acetamino-Gruppen sind und die beiden anderen der Substituenten R 1 bis R 3 

gleich oder verschieden Wasserstoff. Alkoxy-, Alkylthio- und/oder Alkylamino-Gruppen sind, zur Behand- 
lung von Malaria. 

1 Verwendung nach Anspruch l.dadurch gekennzeichnet,daB 
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(a) R 1 und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine 2-(4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylammo)-ethoxy-Gruppe der Formel 



O 




O 

(K 107) 



(b) R 1 und R J jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine 3-(4'-Aminophenyl-4-sulfonylphenylamino)-propoxy-Gruppe der Formel 



O 




O 

(K 130) 



(c) R 1 und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppe und 

R 2 eine (4'- Aminophenyl-4-su]fonylphenylamino)-carbonylmethoxy-Gruppe der Formel 



O O 




O 

(K 203) 



(d) R 2 eine Methoxy-Gruppe, 
R 3 Wasserstoff und 

R l eine 3^4'-Aminophenyl-4-sulfonyIphenyIamino)-propoxy-Gruppe der Formel 



O 




O 

(K 137) 



(e) R 2 eine Methoxy-Gruppe. 
R 3 Wasserstoff und 

R 1 eine 2-{4— Aminophenyl-4-sulfonyIphenylamino)-ethoxy-Gruppe der Formel 



O 

— O — (C H 7 h— N H —<f\— S— <f^\— N H, 

O 

(K 138) 

oder 

(f) R ! und R 3 jeweils eine Methoxy-Gruppen und 
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20 



R 2 eine 3-(4'-Methylphenyl-4-sulfonylphenyiammo)-propoxy-Gruppe der Formel 




— O— (CH 2 )j — NH— <f > — S— < V-CH 



io (K 150) 

sind. 

3. Verwendung nach den Anspruchen 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet daB die substituierten 2,4-Diamino- 
5-benzylpyrimidine jeweils mit 4,4'Diaminodiphenylsulfonen kombiniert werden. 
is 4. Verwendung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet* daB die 4,4'Diaminodiphenylsulfone die allge- 

meine Formel 



aufweisen.in der R l eine Methyl-Gruppe und R 2 eine Propyl-Gruppe sind. 

5. Verwendung nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Molverhaltnis der substitu- 
25 ierten 2 f 4-Diamino-5-benzylpyrimidine zu den 4,4'-Diaminodiphenylsulfonen 1 : 1 bis 1 : 300 oder 1 : 1 bis 

20 : 1, vorzugsweise 1 : 20 bis 20 : 1 betragt 



30 



35 



40 



45 
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